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1. El presente informe preliminar internacional sobre patentabilidad, se establece por esta Administracion encargada del 
examen preliminar internacional segun el Articulo 35 y se transmite al solicitante conforme al Articulo 36. 



Este INFORME comprende 6 hojas, incluida la presente hoja de portada. 
Este informe tambien contiene ANEXOS, que comprenden: 

a. |xj (remitido al solicitante y a la Oflcina Internacional) un total de 15 hojas. descritas a continuation: 

|x] hojas de la description, las reivindicaciones y/o los dibujos que han sido modificadas y que sirven de 
base al presente informe, y/o de hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Administracion 
(vease la Regla 70.16 y la Instruction Administrativa 607 del PCT). 

|~~| hojas que reemplazan a otras hojas anteriores, pero que esta Administracion considera que contienen 
modificaciones que se extienden mas alia de la divulgation de ia invention tal como fue originalmente 
presentada, segun se indica en el punto 4 del Recuadro I y en el Recuadro Suplementario. 

b. □ (remitido unicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar tipo y numero de soporte(s) 

electr6nico(s)) __ , que contiene una lista de secuencias y/o tabla(s) relativas(s), 

solo en formato electronico, como se indica en el Recuadro Suplementario relativo a Listas de Secuencias 
(ver Instruction Administrativa 802). 



4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los puntos siguientes: 
Base de este informe 

Prioridad 

No formulation de opinion sobre la novedad, ia actividad inventivay la aplicacion industrial 
Falta de unidad de invention 

Declaration motivada segun el Articulo 35.2) sobre la novedad, la actividad inventiva y la 
aplicacion industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaration 
Ciertos documentos citados 
Defectos en la solicitud internacional 
Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud internacional 





Recuadro I 


□ 


Recuadro II 


□ 


Recuadro III 


□ 


Recuadro IV 




Recuadro V 


□ 


Recuadro VI 


□ 


Recuadro VII 


Ixl 


Recuadro VIII 
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Fecha de finalizacion del presente informe 

30 NOVIEMBRE 2005 (30.11.2005) 


Nombre y direction postal de la Administracion encargada 
del examen preliminar internacional 
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CI Panama, 1 - 28071 Madrid (Espana) 
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Recuadro I. Base de este informe 



1. Por lo que respecta al idioma, este informe se ha establecido sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en 
el cual se deposit6, salvo indicacion en contra senalada a continuation. 

□ Este informe esta basada en una traducci6n del idioma original al siguiente idioma , que es el de una 

traduction proporcionada a los fines de: 

□ busqueda internacional (segun Reglas 12.3 y 23. Lb)) 

P| publication de la solicitud internacional (segun Regla 12.4) 

|~| examen preliminar internacional (segun Reglas 55.2 y/o 55.3) 

2. Por lo que respecta a los elementos de la solicitud internacional, esta opinion se ha establecido sobre la base de (las 
hojas de reemplazo que hayan sido enviadas a la Oflcina receptora en respuesta a un requerimiento segun el articulo 
14 se las denomina en este informe como "inicialmente presentadas" y no se anexan al informe): 

[~| la solicitud internacional tal y como fue inicialmente presentada/enviada 
Ixl la description: 

paginas 1,2,4, 8-10,12,15,19,26, tal como se presentaron/enviaron inicialmente 

paginas * 3,5,6,7,1 1,13,14,16,17,18 recibidas por esta Administraci6n en fecha 04/10/2005 

paginas * recibidas por esta Administracion en fecha 



lX| las reivindicaciones: 



paginas > tal como se presentaron/enviaron inicialmente 

paginas * , modificadas (acompanadas de una declaration) segun el articulo 19 

paginas * 20-24 recibidas por esta Administracion en fecha 04/10/2005 

paginas * recibidas por esta Administracion en fecha 

I I Los dibujos: 

paginas , tal como se presentaron/enviaron inicialmente 

paginas * recibidas por esta Administraci6n en fecha 

paginas * recibidas por esta Administracion en fecha 



□ una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) - ver Recuadro Suplementario relativo a Listas de Secuencias 

3. □ Las modificaciones ha ocasionado la anulacion de: 

\~\ la descripcion, paginas 

|~| Las reivindicaciones, N°s 

□ Los dibujos, hojas/fig. 

□ la lista de secuencias (precisar) _ _ 

□ tabla(s) relativa(s)a la lista de secuencias (precisar) 

4. |~| El presente informe ha sido establecido como si no se hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones 

anexadas a este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban mas alia de la divulgation de la 
invenci6n tal como fue presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla 70.2.c)). 

| | la descripcidn, paginas m 

|~~| Las reivindicaciones, N°s 

|~H Los dibujos, hojas/fig. 

| | la lista de secuencias (precisar) 

□ tabla(s) relativa(s)a la lista de secuencias (precisar) 

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el sello de "sustituida M 
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Recuadro V. Declaracion motivada segun el Artfculo 35.2) sobre la novedad, la actividad inventiva y la aplicacion 
industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion 



1. Declaraci6n 
Novedad 



Reivindicaciones 1 - 1 g 
Reivindicaciones 



Actividad inventiva Reivindicaciones 1-18 

Reivindicaciones 



Aplicacion industrial Reivindicaciones 1-18 

Reivindicaciones 



2. Citas y explicaciones (Regla 70.7) 

Documentos tenidos en consideration. 



SI 
NO 

si 

NO 

SI 
NO 



Doc. 


Numero Publication o Identification 


Fecha Pub. 


D01 


Manca; M.C. et al. Milchwissenschaft, 1985, vol 40 (7) 


1985 


D02 


WO 0157234 A2 1 


2001 


D03 


De Vuyst, L.D.et al. International Dairy Journal, vol 1 1 (9) 


2001 



1. Novedad y actividad inventiva: 



La reivindicacion independiente 1 de la solicitud de patente se refiere a un biopolimero de glucosa 
y fructosa (que se obtiene utilizando un preparado enzimatico que produce la cepa de Lactococcus 
lactis NRLL B-300656). En la reivindicacion figuran una serie de caractensticas fisica y quimicas 
del biopolimero, entre ellas la proportion existente entre los monosacaridos glucosa y fructosa que 
es de 0,2 a 0,7, y el peso molecular del biopolimero que se encuentra entre 900-1 100 Kd. 

En la reivindicacion 2 se protege el metodo de produccion del preparado enzimatico a partir del 
microorganismo Lactococcus lactis NRLL B-300656. Las reivindicaciones 3-7 son 
reivindicaciones dependientes en las que se dan detalles del metodo de produccion. Este preparado 
enzimatico, que muestra actividad con actividad glucosiltransferasa y fructosiltransferasa se utiliza 
para obtener el biopolimero anteriormente reivindicado. 

La reivindicacion 8 se refiere al metodo de produccion del biopolimero de la primera 
reivindicacion incubando el preparado enzimatico que se ha obtenido en las reivindicaciones 2 a 7. 
El procedimiento consiste en incubar el extracto enzimatico en las condiciones adecuadas y luego 
recuperar y purificar el biopolimero. La reivindicacion 9 detalla las condiciones de incubation del 
preparado enzimatico y la 10 y la 1 1, dos metodos para recuperar y purificar el biopolimero. 

La reivindicacion 12 a 15 se refiere a la cepa bacteriana Lactococcus lactis NRLL B-300656. La 
reivindicacion 15 se refiere al mismo microorganismo pero conservado. 

Por ultimo, las reivindicaciones 16 a la 18 mencionan los posibles usos del biopolimero en la 
industria. 
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Continuation Recuadro V. Declaracion motivada segun el Arti'culo 35(2) sobre la novedad, la actividad inventiva y 
Continuation 2. la aplicacion industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion 

El documento Dl divulga un polisacarido extracelular de unas 1000 hexosas, compuesto por glucosa 
y fructosa, con una proporcion glucosa/fructosa del 0,5, valor que se encuentra dentro del intervalo 
de que tiene el biopolimero de la solicitud. Sin embargo, el peso molecular de este 
heteropolisacarido es de 197 Kilodalton, es decir menor que el de la invencion. El microorganismo 
que produce el biopolimero es una bacteria lactica pero de otra especie, concretamente Lactobacillus 
bulgaricus. 

En D2 se describe una cepa de Lactococcus lactis que produce un heteropolisacarido pero cuya 
composicion es de glucosa y galactosa. Ademas de otros genes que codifican enzimas implicadas en 
la biosintesis del heteropolisacarido, el microorganismo dispone de genes que codifican las enzimas 
galactosiltransferasa y glucosiltransferasa. 

El documento D3 es una revision sobre los heteropolisacaridos producidos por bacterias lacticas. La 
mayoria de los biopolimero estan compuestos por glucosa, galactosa y ramnosa, habiendose 
encontrado solo un caso en que la fructosa este presente. Las biosintesis de estos compuestos 
requieren, ademas de las transferasas para los monosacaridos que componen el heteropolisacarido, 
un conjunto de enzimas con otras funciones como son las transportadoras, polimerizadoras, etc. 

En ningun documento del estado de la tecnica se describe un biopolimero como el de la 
reivindicacion 1, ni un microorganismo de la especie Lactobacillus lactis capaz de producir un 
preparado enzimatico con actividad glucosiltransferasa y de fructosiltransferasa. 
Tampoco existen indicaciones en el estado de la tecnica que haga pensar que un microorganismo de 
la especie Lactococcus lactis vaya a producir este biopolimero ni este preparado enzimatico. 

Por consiguiente, se considera que las reivindicaciones independientes 1, 2 y 12 cumplen el requisito 
de novedad y actividad inventiva. Por ello tambien son nuevas y con actividad inventiva las 
reivindicaciones dependientes 3-7yl3-15. 

Tanto el procedimiento de obtencion de un biopolimero nuevo (reivindicacion 8 y dependientes 9- 
11) como los usos del mismo (reivindicaciones 16-18) se pueden considerar tambien nuevas y con 
actividad inventiva. 



2. Aplicacion industrial. 



Todas las reivindicaciones (1-18) tienen aplicacion industrial. 
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Recuadro VIII. Observaciones relativas a la solicitud internacional 



Se formulan las observaciones siguientes sobre la claridad de las reivindicaciones, de la descripcion y de los dibujos y sobre 
si las reivindicaciones se fundan totalmente en la descripci6n: 

1 . Algunas reivindicaciones no estan basadas en la descripcion o existe discrepancia entre los datos de 
la descripcion y de las reivindicaciones. 

Por ejemplo: 

- Reivindicacion 3: En la descripcion, en la pagina 5, se habla de la activation del microorganismo 
que se lleva a cabo de 20 a 40°C. En la pagina 1 1, se emplea la temperatura de 30°C. No se encuentran 
mas datos en la descripcion que permitan una reivindicacion donde la temperatura sea de 25°C. 

- Reivindicacion 4: La etapa de fermentacion aparece mencionada en la pagina 5 donde se de la 
aireacion (0,1-1 vvm) y el pH (5-9). Se vuelven a dar las condiciones de fermentacion en la tabla de la 
pagina 13. La aireacion que se da en la tabla esta fuera del rango de la que se dice anteriormente. El 
tiempo que se da en esta tabla es de 6-12 horas mientras que se reivindica de 12 a 36 horas, tiempo 
que esta fuera de rango del descrito. 

- Reivindicacion 5: La centrifugacion para recuperar la enzima es de 3000-10000 rpm en la pagina 6 
y de 3000 a 7000 rpm en la reivindicacion 5. 

Reivindicacion 6: En la pagina 1 1 el tiempo de preparation de preinoculos es de 12 a 24 horas y no de 
12 a 36 horas como en la reivindicacion 6. 

- Reivindicacion 7. Se detallan las concentraciones de los componentes del medio, pero en la ultima 
parte se dice que se incuban de 10 a 36 horas y se repiten las condiciones de pH, etc ^Este tiempo a 
que etapa se refiere y en donde esta de la descripcion? 

- Reivindicacion 10. La temperatura del aire de secado del biopolfmero es de 50-80°C en la 
reivindicacion pero el unico dato a este respecto en la descripcion es de 60°C en la pagina 7 y de 60- 
80°C en la pagina 14. 

2. Falta de claridad en algunas reivindicaciones: 

- Reivindicacion 1: El preambulo de la invention es poco claro. Se trata de una reivindicacion de 
producto (un biopolfmero) caracterizado por sus caracteristicas ffsicas y qufmicas. El procedimiento 
por el que se obtiene no aporta caracteristicas al mismo, luego no es relevante en esta reivindicacion. 
Si quiere mantener el origen del biopolfmero pongalo de una manera mas clara por ejemplo, como 
esta en la pagina 3, lfneas 1-3 "Biopolfmero producido por un extracto enzimatico con actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa obtenido de la cepa Lactobacillus lactis. NRRL B-30656" 
caracterizado porque el biopolfmero 

- Las reivindicaciones 16-18 se refieren a usos del biopolfmero y deberfan ser enunciadas como usos 
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DESCRieCION-DE LAJNVENCION ._. 

El proposito principal de esta invenci6n es proveer un biopoHmero, producido por 
un extracto o preparado enzimatico con actividad glucosiltransferasa y 
fructosiltransferasa, producido a partir de una cepa de Lactococcus lactis, NRRL 
B-30656, caracterizada por su alta actividad de transferencia, lo cual permite 
obtener el biopolimero mediante un metodo de produccion sencillo y facil de 
escalar. Su produccion consiste en los siguientes pasos: Fase 1: Fermentacion 
con la cepa de Lactococcus lactis, NRRL B-30656 en un medio de cultivo 
desarrollado para el crecimiento de este microorganismo. Fase 2: La 
recuperacion de la enzima extracelular mediante centrifugacion o ultrafiltration. 
Fase 3. La produccion del biopolimero mediante la reaction enzimatica utilizando 
sacarosa como sustrato y el extracto o preparado enzimatico. Fase 4: La 
purification del biopolimero mediante precipitation con solventes o ultrafiltracidn 
y posterior secado del producto. 



DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

El objeto de la invention es producir un biopolimero puro, libre de contaminantes 
polisacaridicos. El biopolimero se describe como un polimero producido por una 
cepa de Lactococcus lactis aislada del suelo. Esta cepa tiene alta actividad de 
transferencia, lo cual permite obtener el biopolimero mediante un proceso 
sencillo, y con una pureza mayor del 95%. 

El microorganismo. En la presente invencion la cepa de Lactococcus lactis 
NRRL B-30656, fue aislada del suelo mediante un proceso selectivo utilizando un 
medio que contenia sacarosa como fuente de carbono, en el cual, los 
microorganismos productores de un extracto o preparado enzimatico con 
actividad glucosiltransferasa y fructosiltransferasa son capaces de utilizar el 
sustrato y producir polimeros otorgando aspecto mucoide a la colonia. De este 
medio, son seleccionados los microorganismos con estas caracteristicas y 
purificados mediante tecnicas de aislamiento por diluciones sucesivas y 
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Componente 


_Concentraci6n g/l 


Sales 




K 2 HP0 4 


7-30 


FeS0 4 . 7H 2 0 


0.01-1 


MgS0 4 . 7H 2 0 


0.01-0.1 


MnS0 4 . H 2 0 


0.001 - 0.1 


CaCI 2 . 2 H 2 0 


0.001 - 0.01 


NaCI 


0.01-0.1 


Fuente de Carbono 




Sacarosa 


10-40 


Fuente de Nitrogeno 

Extracto de levadura 


7-30 



El pH es ajustado a pH 5-9 con HCI. El medio se esteriliza a 121°C por quince 
minutos. 

Fermentacion. Los pre-inoculos corresponden al 5-20% del volumen del 
inoculo, son activados a partir de la cepa pura conservada a -70°C en medio con 
glicerol al 20%; el tiempo de incubacion no supera las 10-36 horas, penodo en el 
cual se debe verificar la pureza del pre-inoculo. Estos cultivos se realizan en 
frascos con agitacion, ocupando un 5-20% del volumen total e incubandolos a 
20-40°C con agitacion de 100-400 rpm en agitadores orbitales. De acuerdo con 
el numero y tamano de los fermentadores, se determina el numero de inoculos 
necesarios. 

Las condiciones de crecimiento, y produccion de la enzima son: temperatura: 20- 
40 o C, agitacion: 100-400 rpm (dependiente de la escala de fermentacion), 

Aireacion. El microorganismo que promueve la fermentacion es aerobio, por lo 
cual el cultivo debe ser aireado con 0.1 -1 volumenes de aire por volumen de 
medio por minuto (vvm) y el pH se mantiene entre 5 y 9 durante la fermentacion. 
Como resultado de este proceso productivo se tienen medios de cultivo con 
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combinaciones de co mponentes para a lcanzar una concentration final entre 10- 
30 g/l de biomasa, peso humedo, con una actividad de transferencia de 2-6 U/ml, 
la cual se logra en un tiempo de 6-24 horas. 

Recuperacion de la enzima. La enzima extracelular se recupera del medio de 
cultivo fermentado por centrifugacion a 3.000 -10.000 rpm por 15 minutos o 
filtracion para separar la biomasa. De este modo el extracto o preparado 
enzimatico presenta una actividad de glucosiltransferasa y fructosiltransferasa de 
2-6 U/ml. 

Produccion del biopolfmero 

Reaccion enzimatica. Las condiciones de la reaccion son las siguientes: 



: 5-9. 

: sacarosa 5-40%. 

: 10-40% v/v extracto o preparado 

enzimatico. 
: 12-48 horas 
: 100-400 rpm 



Medio de reaccion : 

Buffer fosfatos 50-300 Mm pH 

Sustrato 

Cantidad de enzima 

Tiempo de reaccion 
Agitacion 



Recuperacion y purificacion del biopolfmero 

Despues de la reaccion enzimatica la temperatura se disminuye a 4°C y el 
biopolimero puede ser recuperado de dos formas: 

a) Precipitacion con solventes 

A la mezcla de reaccion fria se adiciona etanol al 96%, con agitacion. La cantidad 
de etanol adicionada corresponde a 1.2- 2.0 volumenes de etanol/volumen de 
mezcla de reaccion. 
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El biopolimero-precipitado se redisuelve en la-mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1 .2 - 2.0 volCimenes de 
etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

El biopolimero precipitado se redisuelve en un tercio del volumen de agua y se 
seca por liofilizacion o secado por aire forzado a 60°C, hasta una humedad del 5- 
6%. 

b) Ultrafiltration 

La mezcla de reaccion se somete a un proceso de ultrafiltration en una 
membrana de celulosa regenerada con un tamano de poro mayor de 10.000 
Daltons, con el fin de eliminar la glucosa y fructosa residuales. Posteriormente el 
biopolimero se somete a un proceso de secado por aspersion. 

El biopolimero se caracteriza por cromatografia liquida de alta eficiencia y por la 
viscosidad de una solution al 10% a 30°C. El biopolimero presenta un tiempo de 
retention de 7 - 7.5 minutos empleando una columna Shodex SC1011, a una 
temperatura de 70°C, un flujo de 0.6 ml/min, y agua grado HPLC como fase 
movil. 

La viscosidad de una solution al 10% a 30°C, empleando un viscosimetro 
ViscoEasy, Serie L, Schott, Ref. 28.541.120, vastago L2, 50 rpm, se encuentra 
en un rango de 1000-3000 centipoises (cP). 

El tamano promedio de particula "dvs" (diametro / volumen / superficie) es de 
224 micras. El biopolimero tiene una densidad verdadera cercana a la de 
sacarosa (1.5 mg/ml). Es un material que presenta una alta porosidad 
interparticular del 48%. 
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EJEMPLO 2 

PRODUCCION DEL EXTRACTO O PREPARADO ENZIMATICO 
1 . Fermentacion: 

a) Activacion del microorganismo 

Para la obtencion del extracto o preparado enzimatico con actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa se empleo el microorganismo 
Lactoccoccus lactis NRRL B-30656. La bacteria fue almacenada en una solucion 
crioprotectora (glicerol) a -70°C. La cepa fue descongelada lentamente a 
temperatura ambiente y activada en 50 ml de medio de sacarosa a una 
temperatura de 30°C por 12 horas, y 180 r.p.m. de agitacion. Con 5 ml de este 
cultivo se realizaron dos tipos de siembras, la primera: en agar sacarosa, 
incubandose a 30°C por 24 horas, observandose las caracterfsticas mucoides, y 
almacenadas a 4°C; la segunda: en 100 ml de caldo sacarosa, incubandose a 
30°C por 12 horas; este ultimo fue distribuido en tubos de centrifuga con una 
capacidad de 1 ml, con 20% V/V de glicerol y almacenados a -70°C utilizados 
para las posteriores fermentaciones. A los 45 ml del cultivo inicial restante. se 
conservaron en viales de 5 ml, mediante liofilizacion, utilizando leche 
descremada esteril como soporte, en una concentracion de 10% y almacenados 
a 4°C. 

b) Preparacion de preinoculos e inoculos 

Se preparan preinoculos con la misma composicion del medio correspondiente al 
lote; se toma el microorganismo conservado en medio sacarosa solido, se 
siembra en un volumen de medio llquido, al 5-20% del volumen del inoculo, se 
cultivan a 25-35 °C, con agitacion de 100-400 r.p.m durante 12-24 horas. 



Composicion del medio utilizado: 



Componente 


Concentracion g/l 


Sales: 
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Condiciones-de operacion de los-fermentadores 



Condi ciones 


14 I 


\/nli impn rip Merlin (Y\ 


10 


Dobninn \/nli impn Hp MedlO / VolUFTIBn d©l 

Fermentador. 


0.8 




5-10 
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0.5-1 


Agitacion (r.p.m) 


100-400 


Temperatura (°C ) 


25-35 


Aireacion (v.v.m) 


1-3 


pH Inicial del medio 


5-8 


Tiempo de Fermentacion (Horas) 


6-12 



2. Recuperacion de la enzima: 

a) Centrifugacion. 

La enzima extracelular se recupera por centrifugacion a 5.000 rpm por 15 
minutos para separar la biomasa. El extracto o preparado enzimatico con 
actividad de glucosiltransferasa y fructosiltransferasa de 2 - 6 U/ml. 

b) Ultrafiltracion. 

Otra manera de recuperar el sobrenadante de la fermentacion es mediante el uso 
de membranas de ultra filtracion con tamanos de poro 0.22-2 micras. 

EJEMPLO 3 
Produccion y recuperacion del Biopolimero. 

a) Reaccion enzimatica. Las condiciones de la reaccion son las siguientes: 
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Medio de reaccion ; 

Buffer fosfatos 50-200 Mm pH 



5-7 



Sustrato 



Cantidad de enzima 



Tiempo de reaccion 
Agitacion 



: sacarosa 8-20%. 

: 10-30% v/v extracto o preparado 

enzimatico ( 200- 500U/I). 
: 20-40 horas 
: 1 00-400 rpm 



La enzima es separada por centrifugaci6n, se coloca en un medio que contiene 
de 8-20% de sacarosa, a pH 5-8 y temperatura de 25-35°C, por 20-30 horas 
obteniendo una concentration de polimero de 30-60 g/l, correspondiente a 40- 
60% de rendimiento respecto al sustrato. En otros procesos reportados se 
requieren 5-10 dias para la produccion del polimero. Los microorganismos 
reportados producen concentraciones menores de polimero, tabla 1 . 

b) Purification del biopolimero. , 

Despues de la reaccion enzimatica la temperatura se disminuye a 4°C y el 
biopolimero puede ser recuperado de dos formas: 

> Precipitation con solventes . A la mezcla de reaccion fria se adiciona etanol 
al 96%, con agitacion. La cantidad de etanol adicionada corresponde a 1.2- 
2.0 volumenes de etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

> El biopolimero precipitado se redisuelve en la mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1 .2 a 2.0 volumenes 
de etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

> El biopolimero precipitado se redisuelve en un tercio del volumen de agua y 
se seca por liofilizacion o secado por aire forzado a 60-80°C hasta una 
humedad del 5-10%. 

TABLA 1 

Produccion de EPS por diferentes microorganismos. 
Organismo Biopolimero (g/100 ml) 
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c) Secado 

El producto final obtenido es un polvo bianco, que puede ser secado por 
liofilizacion o por calor seco a una temperatura no mayor a 80°C. 

EJEMPLO 4 
Caracterizacion del Biopolimero 

1. Solubilidad. 

El producto es un biopolimero hidrosoluble capaz de formar dispersiones 
homogeneas tipo hidrogel hasta una concentracion maxima de 50%. 1.0 g de 
biopolimero se disuelve en 32 ml de acido clorhidrico al 5%, en 50 ml de 
hidroxido de sodio al 1 0%, en 30 ml de acido acetico glacial. 

Es Insoluble en: etanol, isopropanol, acetona, aceite mineral, aceite vegetal y 
polietilenglicol . 

El producto es medianamente soluble en acido oxalico al 0.5% a temperatura de 
ebullicion. 

2. Cromatografia Uquida de alta eficiencia (HPLC). 

> En cromatografia de permeacion una solucion de biopolimero al 1.5% 
presenta un peso molecular de 900-1.100 kDa, determinado en una columna 
Shodex OHPak KB-803. Las condiciones de la cromatografia fueron las 
siguientes: 

Temperatura : 55°C 

Fase Movil : Solucion de NaCI 0.1 M 

Flujo : 0.9 ml/min 
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>- La-ptireza-del polimero es mayor al 95%, evidenciada por un pico delgado en 
HPLC bajo las siguientes condiciones: 

ShodexSC1011 

: agua destilada desionizada. 
: 0.6 rnl/min. 
: 70°C. 

: Waters 510 con detector de Indice de refraccion marca 
Waters 2410. 

Bajo estas condiciones el biopolimero presenta un tiempo de retencion de 7 a 7.5 
minutos. 

Los patrones utilizados fueron glucosa, fructosa y sacarosa, grado reactivo 
analltico. 

> El biopolimero es estable en un amplio rango de pH evidenciado por HPLC 
despues de contacto del polimero con buffers de pH 2-9. 

3. Viscosidad. 

Se determino la viscosidad de una solucion al 10% a 30°C, empleando un 
viscosfmetro ViscoEasy, Serie L, Schott, Ref. 28.541.120, vastago L2, 50 rpm, 
Las muestras analizadas presentaron una viscosidad en un rango de 1000-3000 
centipoises (cP). Exhibe un comportamiento pseudo plastico (adelgazamiento al 
corte). La viscosidad de las soluciones del biopolimero disminuye al aumentar la 
velocidad de corte o cizalla, e incrementa al disminuir la temperatura. 

4. Caracteristicas dimensionales. 

El biopolimero tiene una densidad verdadera cercana a la de sacarosa (1.5 
mg/ml). Es un material que presenta una alta porosidad interparticular del 48%. 
El tamafio promedio de particula "dvs" (diametro / volumen / superficie) es de 224 
micras. 
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5. Adsorcion de humedad 

La capacidad de adsorcion de agua oscila entre 6.12 mg/g y 353.20 mg/g 
dependiendo de la humedad relativa; esto lo hace un material ligeramente 
higroscopico. Gracias a su estructura polimerica e hidrofilidad, el biopolimero 
tiene la capacidad de esponjarse ilimitadamente al contacto con agua, siendo 
capaz de formar sistemas de consistencia variable dependiendo de la cantidad 
de agua incorporada, hasta dar lugar a la formacion de dispersiones acuosas 
caracteristicas por su alta viscosidad 

6. Humedad 

Presenta perdidas por secado en estufa de vacio a 60° C no mayores del 10 X>. 



7. Caracteristicas termicas 

El biopolimero presenta dos puntos de transition vitrea; el primero entre 20 y 
30°C y el segundo entre 190 y 220°C, determinados mediante calorimetria 
diferencial de barrido. 

8. Calidad microbiologica 

El biopolimero presenta los siguientes recuentos microbiologicos: 



Carga microbiologica 


Rango 


Unidad 


Recuento de mesofilos viables. 


2000 - 4000 


ufc / gr 


Recuento de coliformes. 


Ausencia 


nmp / gr 


Recuento coliformes fecales. 


<10 


nmp / gr 


Recuento de salmonella. 


Ausencia 




Recuento de Mohos y levaduras. 


2000 - 5000 


ufc / gr 



9. Usos. 

a) El biopolimero puede ser empleado en la Industria Farmaceutica como 
viscosante, espesante, estabilizante, dispersante, como formador de 
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REIVINDICACIONES 



Nosotros reclamamos 

1 Un biopolfmero de glucosa y fructosa obtenido a partir de 

productos del metabolismo de una cepa de Lactococcus lactis depositada bajo el 
codigo NRRL B-30656, en donde los productos del metabolismo, consisten en un 
extracto o preparado enzimatico con dos tipos de actividad glucosiltransferasa y 
fructosiltransferasa, y en donde el biopollmero que tiene una composition que 
mantiene una relation glucosa/fructosa entre 0.2 y 0.7, se caracteriza porque 
presenta las siguientes propiedades: 



peso molecular 900-1100 Kilodaltons, 

dos puntos de transition vitrea, el primero entre 20 y 30°C y el 
segundo entre 190 y 220°C, 

estabilidad en soluciones acuosas con valores de pH entre 2 y 9, 
viscosidad entre 1 000 y 3000 centipoises cuando el pollmero se 
encuentra en una concentration de 10 a 20% en una solution 
acuosa a temperatura de 30°C 
no higroscopico. 

altamente soluble en agua, capaz de formar dispersiones 
homogeneas tipo hidrogel hasta una concentracion maxima de 
50% peso /volumen. 

Un metodo de production del extracto o preparado enzimatico 



con dos tipos de actividad glucosiltransferasa y fructosiltransferasa, producidas 
por la cepa de Lactococcus lactis NRRL B-30656, que consiste en: 

a) Activar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656, empleando 
un medio que contiene sacarosa como fuente de carbono, protemas como 



fuente de nitrogeno y sales minerales. 
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-b-j-Fermentar— el— microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656 
empleando un medio de cultivo que contiene sacarosa como fuente de 
carbono protelnas como fuente de nitrogeno y sales minerales. 
c) Separar el extracto o preparado enzimatico a partir del medio fermentado 
empleando centrifugacion o ultrafiltration. 

3 El metodo de producci6n del extracto o preparado enzimatico de 
acuerdo con la reivindicacion 2, en donde la etapa de activar el microorganismo 
se lleva a cabo inoculando un medio que contiene sacarosa como fuente de 
carbono, protelnas como fuente de nitrogeno (extracto de levadura, sulfate de 
amonio, extracto de came y otras fuentes de nitr6geno) y sales minerales, el cual 
se incuba por 10-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm y pH 5 a 9. 

4 El metodo de la reivindicacion 2, en donde la etapa de fermentar 
el microorganismo se lleva a cabo cultivando el microorganismo Lactococcus 
lactis NRRL B-30656 empleando un medio de cultivo que contiene sacarosa 
como fuente de carbono, protelnas como fuente de nitrogeno (extracto o 
preparado enzimatico de levadura, sulfate de amonio, extracto de carne y otras 
fuentes de nitrogeno) y sales minerales, K 2 HP0 4 , FeS0 4 . 7H 2 0, MgS0 4 . 7H 2 0, 
MnS0 4 . H 2 0, CaCI 2 . 2 H 2 0, NaCI, el cual se incuba por 12-36 horas a 25°C, a 
100-400 rpm, 0.1 - 1 vvm y pH 5 a 9. 

5 El metodo de la reivindicacion 2, en donde la etapa de separar el 
extracto o preparado enzimatico se lleva a cabo separando el extracto o 
preparado enzimatico a partir del medio fermentado centrifugando la suspension 
del microorganismo a 3000 a 7000 rpm. 

6 El metodo de production del extracto o preparado enzimatico, de 
acuerdo con la reivindicacion 2, en donde en la etapa de fermentation con el 
microorganismo se puede llevar a cabo realizando un preinoculo con el 
microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656 empleando un medio de 
cultivo que contiene sacarosa como fuente de carbono, protelnas como fuente de 
nitrogeno (extracto de levadura, sulfato de amonio, extracto de carne y otras 
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fuentes de nitrogeno) y sales minerales, K 2 HP0 4l FeS0 4 . 7H 2 0, MgS0 4 . 7H 2 0, 
MnS0 4 . H 2 0, CaCI 2 . 2 H 2 0, NaCI, y el cual se incuba por 12-36 horas a 25°C, a 
100-400 rpm, 0.1 - 1 vvm y pH 5 a 9. 

7 El metodo de produccion del extracto o preparado enzimatico con 

actividad glucosiltransferasa y fructosiltransferasa de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde la sacarosa como fuente de 
carbono se encuentra en concentraciones de 10 - 40 g/l, y las proteinas como 
fuente de nitrogeno se encuentran en concentraciones de 7 a 30 g/l y las sales 
minerales se encuentran en concentraciones de: K 2 HP0 4 (7-30 g/l), FeS0 4 . 
7H z O (0.01 - 1 g/l), MgS0 4 . 7H 2 0 (0.01 - 0.1 g/l), MnS0 4 . H 2 0 (0.001 - 0.1 g/l), 
CaCI 2 . 2 H 2 0 (0.001 - 0.01 g/l), y NaCI (0.01 - 0.1 g/l), y el cual se incuba por 10 
a 36 horas a 25°C, a 100 - 400 rpm y pH 5 a 9. 

8 un metodo de produccion de un pollmero de glucosa y fructosa 

de la reivindicacion 1 , que consiste en: 



a) 



Incubar el extracto o preparado enzimatico con actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa, obtenido por fermentaci6n segun 
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en un medio que contiene 
sacarosa como fuente de carbono, bajo condiciones adecuadas de 
agitacion, temperatura, pH, concentraci6n del extracto o preparado 
enzimatico y sustrato y tiempo de reaccion, para la produccion del 
biopolimero. 

b) Recuperar y purificar el biopolimero por precipitacion o ultrafiltraci6n. 



g El metodo de produccion del biopolimero, de acuerdo con la 

reivindicacion 8, en donde la etapa de incubar el extracto o preparado enzimatico 
consiste en: 
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Incubar-el-extracto o preparado enzimatico en un medio que 

contiene sacarosa como fuente de carbono, bajo condiciones adecuadas de 
agitacion (100-400 rpm), temperatura, pH (5 a 9), concentration de extracto o 
preparado enzimatico (10-40% v/v extracto o preparado enzimatico) y sustrato 
(5-40%) y tiempo de reaccion (12-48 horas), para la production del biopolimero. 

10. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 8 en donde la etapa 

de recuperar y purificar el biopolimero por precipitation consiste en: 

• Adicionar a la mezcla de reaccion fria 1.2 - 2.0 volumenes de etanol al 
96%, con agitacion (la cantidad de etanol adicionada corresponde a vol. 
de etanol por vol. de mezcla de reaccion). 

• Disolver el biopolimero precipitado en la mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1.2 a 2.0 
volumenes de etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

• Disolver el biopolimero precipitado en un tercio del volumen de agua y 
secar por liofilizacion o secado por aire forzado de 50 a 80°C hasta una 
humedad del 5-6%. 

H. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 8 en donde la etapa 

de recuperar y purificar el biopolimero por ultrafiltracion consiste en: realizar un 
proceso de ultrafiltracion con la mezcla de reaccion empleando una membrana 
de de celulosa regenerada con un tamano de poro mayor de 10.000- 30.000 
Daltons, con el fin de eliminar la glucosa y fructosa residuales, y someter el 
biopolimero a un proceso de secado por aspersion. 

12. Un microorganismo de la cepa de Lactococcus lactis, aislado de 
suelos colombianos, depositado bajo el codigo NRRL B-30656. 

13. El microorganismo descrito en la reivindicacion 12, el cuai 
produce el extracto o preparado de enzimas con dos tipos de actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa. 
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_14,_ ~_ EI-miGroorganismo-de. acuerdo-con-la reivindicacion 12 utilizado 

para producir el biopolimero mencionado en la reivindicacion 1 . 

-15 El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 12, el cual se 

conserva en un medio de sacarosa con glicerol al 20% a -70°C y por liofilizacion 
empleando leche descremada al 10%. 

16 El biopolimero de acuerdo con la reivindicaci6n 1, el cual se 
utiliza en la Industria Farmaceutica como viscosante, espesante, estabilizante, 
dispersante, formador de peliculas, desintegrante, sustituto de plasma 
sanguineo, agente de lubricacibn y agente prebiotico. 

17 El biopolimero de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual se 
utiliza en la Industria de Alimentos como espesante, viscosante, estabilizador, 
dispersante, fibra y sustituto de grasas, aceites y carbohidratos basados en 
eteres y esteres. 

18 El biopolimero de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual se 
utiliza en productos obtenidos por extrusi6n, para formar peliculas aptas para 
producir empaques flexibles y biodegradables y en la obtencion de productos 
desechables biodegradables, obtenidos por inyeccion o por moldeo y en la 
produccion de agentes floculantes para el tratamiento de aguas. 
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